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UTILISATION DES N-ALKANOLS COMME ACTIVATEURS 
DU CANAL CFTR 
La pr6sente invention est relative a une nouvelle utilisation des n- 
alkanols comme activateurs du canal CFTR (cystic fibrosis transmembrane conduc- 
5 tance regulator) et a Fapplication de ladite utilisation aux traitements des pathologies 
dans lesquelles on observe un dysfonctionnement dudit canal, telles que la mucovisci- 
dose. 

La proteine CFTR, localisee dans la region apicale des cellules 
6pith61iales, est un canal chlorure contr61e par le niveau d'AMPc et impliqu6 dans 
10 I'hydratation des fluides secr6tds par les glandes sous-muqueuses. Un dysfonctionne- 
ment de ce canal CFTR est responsable de la mucoviscidose, maladie genetique auto- 

somique r6cessive. 

Dans les cellules 6pitheliales, les transports d'eau et d' Electrolytes 
sont associ6s k une augmentation des peam6abilit6s membranaires pour les ions 
15 Na"*" et CI". Ces mouvements d'eau et d!61ectrolytes sont li6s i ractivite de proteines 
membranaires sp6cialis6es (canaux ioniques, transpbrteurs) ayarit une localisation 
precise dans la membrane plasmique de la cellule (pole apical ou muqueux ; baso- ^, 
lateral ou s6reux). Les techniques d'61ectrophysiologie mol6culaire (patch-clamp) et 4 
de raesure de flux ioniques rendent possible I'etude des transports ioniques traiis6pi- ; 
20 lh61iaux,.deleursi*gulationsetdeIeursdferfeglementspathologiq^ 

Un dysfonctionnement des cellules 6pith61iales et notamment celui 
des- transports d'61ectrolytes est h Torigine de nombreuses physiopathologies, telle que 
la mucoviscidose ou fibrose kystique {Cystic Fibrosis (CF), dans la terminologie 
anglo-saxonne), qui est consider6e comme une g6nopathie des glandes exocrines. 
25 . ' li gtee appel6 CF impliqufi dans la mucoviscidose a 6t6 identifi6, 

clon6 et localise sur le bras long du chromosome 7 (Riordan et al,, 1989). La muco- 
viscidose est la maladie gfinfitique kutoisomique recessive la plus commune dans les 
populations caucasiennes. Aux Etats-Unis et dans la plupart des pays d'Europe, la 
frequence des porteurs h6t6r6zygotes-du g&e CF mut6 est de 1 sur 20 4 1 sur 30, ce 
30 qui represCTte une naissance d'un enfant malade sur 2500 h 3000 environ. Les progrfes 
r6alis6s dans le domaine de la recherche m6dicale et biologique ont fait, depuis les 
ann6es 60, consid6rablement progresser Tesperance de vie des patients atteints de 
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mucovisddose, qui atteint aujourd'hui 30 aas environ. Le g&ie CF est constitud de 
250.000 paires de bases d6finissant 27 exons et code pour la prot6ine CFTR {Cystic 
Fibrosis Transmembrane Conductance RegfOator), qui comporte 1480 addes amines 
(Riordan et al., 1989). La mucoviscidose est une canalopathie, c'est-S-dire une patho- 
5 logic li6e & un dysfonctionneinent de canaux ioniques, dans la mesure oil la prot6ine 
CFTR a et6 caract6ris6e comme un canal chlorare. A I'heuie actuelle, il a 6te Akji 
rapporte plus de 1300 mutations dans le gfene CF, qui altfercnt les propriet6s et la fonc- 
tion du canal CFTR. 

La prot&'ne CFTR est exprim6e dans de nombreux organes dent le 
10 pancr6as exocrine, les poumons, les glandes sudoripares, I'intestin, le tissu hepatique, 
I'appareil reproducteur, le rein et le tissu cardiaque. 

L'int6ret portfi h la mucoviscidose a eu des consequences impor- 
tantes pour la comprtosion des m6canismes s&retoires des cellules epithdliales 
nomales. Les cellules 6pith6]iales des glandes exocrines de differents organes, tels 
15 que I'intestin, le pancrdas ou les poumons, contrSlent le transport de sel et d'eau dans 
les tissus. La proteine CFTR, qui est surtout localisee au pole apical des cellules epi- 
ft61iales, est un canal chlorure, de faible conductance, activ6 par la voie de I'AMPc. 

La CFTR est impliqu6e dans I'hydratation des fluides s6cr6t6s par 
les glandes sous-muqueuses et influencerait la s6cr6tion des mucines, glycoprotdines 
20 qui participent notamment k la formation du mucus bronchique. 

Dans la mucoviscidose, le dysfonctionneraent du canal CFTR 
affecte la secretion apicale d'ions CI, activfe par I'AMPc. Le transport 61ectrolytique, 
devenu anormal, provoque I'dpaississement du mucus extracellulaire et entraJne ainsi 
des obstructions au niveau des lumiferes des diffdrents tissus. Ces obstructions sont la 
25 cause de bronchites chroniques dues 4 des infections bactdriennes pulmonaiies 
opportunistes, des insuffisances pancr6atique et h6patique, d'une secr6tion sudoripare 
anormalement concentree et de 1 'infertilite masculine. 

La proteine CFTR est une glycoproteine d'un poids mol&ulaire de 
170 kD comportant cinq doraaines (Riordan et al., 1989) : deux domaines transmem- 
30 branaires avec chacun 6 segments transmembranaires ou hflices a (num6rot6es de 1 4 
12, comportant chacun de 21 k 22 addes aminfe). deux domaines inttacellulaires de 
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fixation des nucleotides (NBDl et 2 pour Nucleotide Binding Domain) et un large 
domaine intracellulaire de regulation (domaine R). 

La regulation de la CFTR a 6te particulierement M6e. Deux 
processus complexes contrdlent I'activit^ du canal CFTR : la phosphorylation du 
5 domaine R par des protdines kinases et la fixation et I'hydrolyse d'ATP sur les deux 
.domaines NBD. La d^phosphorylation du canal CFTR entratae une perte d'activite du 
canal jiisqu'i sa fermeture (Tabchafani et al., 1 991 ; Becq et al., 1994). 

Phisieurs 6tades ont montt^ que la proteine CFTR a, en plus de son 
activity canal chlorure, de nombreuses autres fonctions cellulaires non encore 61uci- 
10 d6es. Elle i^gulerait d'autres canaux ioniques tels que le canal chlorure rectifiant 
sortant ORCC (Schwiebert et al., 1995), le canal sodium ^pifhfiKal ENaC (Quinton et 
al., 1999) ou le canal cWorurej dependant idu calcium CaCC (Wei et al., 1999). Elle 
aurait aussi une activity i6gulatrice sur la lib6ration d'ATT de I'int&ieur vers 
I'raitfirieur de la cellule (Schwiebert et al., 1995). 
j5 La CFTR partage une homologie de sequence et de stracture, avec 

les transporteurs ABC (pour "ATP-binding cassette") qui constituent une grande 
femiUe de prot6ines merabranaires trfes conserv6es dans revolution. Ces transporteurs 
sont irapliqufe dans la translocation de substrats varies a travers les membranes cellu- 
laires. Cependant, alors que chez les procaiyotes de nombreux couples transpor- 
20 teurs/substrats ont 6t6 difinis, ces informations sont plus rares chez les eucaryotes. 
Chez les mammiftres, on d6nombrc actuellement 48 transporteurs ABC dont les 
dysfonctionnements pourraient etre associes a une pathologic. La glycoproteine P (ou 
MDR pour Multi Drug Resistance) est impliqu^e dans le rejet de drogues cyto- 
toxiques. La CFTR.contr6le le transport de chlorure trans6pith61ial et I'hydratation des 
. 25 coiiipartiments muqueux, alors qu'une des isoforraes de la MDR serait plutSt impli- 
qu6e dans la translocation de la phosphatidylcholine. 

Parmi les quelques 1300 mutations du gfene CF recens6es jusqu'i 
aujourd'hui et qui provoquent lajnucoviscidose, la plus fir6quemment retrouvte est 
une d616tion de trots paires de bases dans une rfigicm codante (exon 10) du gine CF. 
30 Cette mutation correspond k la d616tion^ dans la protfiine, d'urie phenylalanine en 
position 508 (AF508) dans le domame NBDl. La frequence d'apparition de cette 
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mutation est de 70 % des alleles mut6s en moyenne dans les analyses genetiques (Tsui 
et al, 1991) et 50% des patients sont homozygotes pour cette mutation. Les cons6- 
quences de cette mutation sont diamatiques car la prot6ine anormale issue de la trans- 
cription du g^e mut6 (AFS08) n'est plus capable d' assurer ses fonctions dans le 

5 transport de chlorure des cellules £pith6]iales affectees. Uabsence de courant chlonire 
aprte stimulation des cellules ^itheliales des glandes exocrines par TAMPc est la 
principale caract6ristique montrant la pr6sence d'une anomalie sur le gfene CF et 
notarament de la mutation (AF508). La densit6 de mutations la plus 61evte se trouve 
dans les deux domaines de fixation des nucleotides (NBDl et NBD2). Sept autres 

10 mutations importantes sont presentes avec des frequences superieures a 1 %, La 
mutation G551D correspond a la substitution d*un residu glycine (G) en position 551 
de la proteine par un acide aspartique (D). Les patients CF porteurs de ce mutant ont 
une pathologic severe avec une insuffisance pancr6atique et des troubles pulmonaires 
graves (Cutting et al, 1990). La frequence d'observation de cette mutation atteint 3 i 

15 5 % chez certaines populations de patients atteints de mucoviscidose. A Tinverse de la 
deletion AF508, la proteine CFTR portant la mutation G551D est mature et est incor- 
poree dans la membrane (Gregory et al., 1991). Cependant, la mutation entraine une 
impermeabilite membranaire et la stimulation de la voie de TAMPc n'ouvre pas le 
canal associe a Texpression de ce mutant (Gregory et aL, 1991 ; Becq et al., 1994). 

20 D'autres mutations comme R117H, R334W et R347P apparaissent avec des 
frequences basses de 0,8, 0,4 et 0,5% respectivement et sont associees k des patho- 
logies moins sevferes (Sheppard et al., 1993). Ces trois mutants expriment une proteine 
CFTR mature, glycosyiee permettant son insertion dans la membrane. Cependant 
I'amplitude du courant, la conductance unitaire et la probabilit6 d'ouveiture du canal, 

25 associees avec chacune des trois mutations, sont modifiees (Sheppard et al., 1993 ; 
Becq et al. 1994). La regulation par la voie de I'AMPc semble toutefois normale pour 
ces trois diiferents mutants, y compris pour AF508 (Becq et aL, 1994). 

Les porteurs heterozygotes du g^ne CF, c'est-^-dire ayant une copie 
du gene normal et une copie du gfene mute, sont generalement sains et representent 

30 environs 5 % de la population caucasienne. Un avantage seiectif est suggere pour 
expliquer le pourcentage relativement eieve de cette mutation a retat heterozygote au 



1erd§pdt 



5 

cours de l'6volution. Les pereoimes h6terozygotes auraient 6t6 plus r6sistantes a des 
6pid6mies de fievre typhoide, de cholera, de tuberculose ou de diairhees s6cr6toires. 

Cependant une coiT61ation entre porteurs h6t6rozygotes pour le gfene 
CF et susceptibility k d6velopper des pathologies diverses, telles que I'asthme, des 

5 polyposes nasales, des sinusites et bronchites chroniques, des bronchectasies, des 
aspergilloses bronchopulmonaires allergiques ou des pancreatites a 6t6 etablie par 
certains travaux (Griesenbach et al., 1999). Des mutations survenant dans des regions 
flanquantes entre exons-introns du gfene CF ont 6galement 6t6 decrites. Par exemple, il 
existe des variants polymoiphiques 9-, 7- ou 5- thymidines entre I'intron 8 et I'exon 9. 

10 Le variant polymoiphique 5T diminue la synth&e de la protdine CFTR, au demeuiant 
normale. L'association du variant 5T sur iin allMe avec une mutation de CFTR siir 
I'autre allfele conduit k une ag&ifeie cong^nitale de canaux d6ferMits (ACCD), se 
caract&isant chez le patient masculin par une infi!rtilit6 sdci^toire sans aucun autre 
trouble classique de mucoviscidose. Une certaine proportion dTiommes stales 

15 pounait en fait dtre porteurs de ces mutations dans le gene CF, sans developpcr la 

mucoviscidose jMDprement ditCi 

Cette ddcouverte ouvre un daat sur le diagnostic et la classification 

de la mucoviscidose, li6 aux d6sordres physiologiques r^ertories chez des fadividus 
h6t6ro:q^otes. On pourrait ainsi d6finir, k .c6t& des cas de mucoviscidose classique, 

20 des cas atypiques : 

- Dans le cas classique, les patients homozygotes malades, (e.g. 
AF508/AF508) ou h6t6rozygotes composites (e.g. AF508/G55ID) pr6sentent la majo- 
rity des lioubles caract6ris6s par cette maladie. 

- Dans les cas atypiques, les patieaits, h6t&ozygotes composites 
25 (AF508/5T...) pu h6t6rozygotes vrais, montrent des troubles divers : ACCD, aslhme, 

sinusites chroniques, etc., tels que pr6cis6s ci-dessus. / 

Afin de pallier ]& deficit en protdines CFTR fonctionnelles, aussi 
bien dans les cas classiques de mucoviscidose que dans les cas atypiques marquds par 
diff6rents troubles (asthrae, bronchectasies, smusites...), il peut 6tre envisage d'activer 
30 phaimacologiquement la protdine CFTR sauvage encore pr6s«ite (h6t6rozygotes), et 
les mutants, tels que AF508 ou G551D, inseres dans la membrane, raais inactifs. 
Malgr6 un d6faut d'adressage de la prot6ine AF508 dans les membranes de cellules 
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6pith61iales afiect6es par la mucoviscidose, phisieurs groupes ont montr6 que cette 
prot6ine pouvait gtre fonctionnellement pr&ente, en petit nombre, dans les membranes 
(Dalemans et al., 1991 ; Drumm ct al., 1991 ; Becq et al., 1994). 

Ainsi, I'Titilisation d'activateurs du canal CFTR et notamment 
5 d'ouvreurs du canal CFTR peut optimiser les chances de succ& d'une pbaimaco- 
thdrapie des maladies li6es k un dysfonctionnemant du canal CFTR. 

Malgr6 les progrfes rfelisfo dans la genetique de la mucoviscidose et 
dans la biologie et la biochimie de la prot6ine CFTO, la phamiacologie des ouvreurs 
du canal CFTR est peu d6velopp6e. 

Plusieurs etudes ont montr6 qu'en plus des agents generaux bien 
coraius pour activer la protfine CFTR par la voie de I'AMPc, tels que la forskoline 
(FSK), il 6tait possible d'utiliser d'autres molecules pour activer les canaux CFTR. Le 
mode d'action de ces activateurs est encore peu connu et leurs eflfets limites. 

On peut citer les quelques families de moMcuIes aujourd'hui 
.15 connues pour leura propri6t6s d'activateurs ou d'ouvreurs du canal CFTR : 

- Les ph6nylimidazothia2oles O^vamisole et bromot^tramisole) 
(Becq et al., 1994). 11 a it6 montre que le Mvamisole et le bromotdtramisole pennet- 
tent de contrSler l'activit6 et le niveau de phosphoiylation du canal CFTR. Toutefois, 
ces molecules ne semblent pas pouvoir agir dans toutes les cellules. De plus, dans un' 

20 modele de souris transg6niques pr&entant la mutation G551D/GS51D, le bromo- 
t^tramisole n'a pas eu I'effet activateur attendu. 

- Les benziraidazolones (NS004) (Gribkofif et al., 1994). Ces 
compose, deriv6s du noyau imidazole corame le Mvamisole peuvent, dans certaines 
conditions, et notamment loreque le canal CFTR a ete phosphoiyM, ouvrir le canal. 

25 Les benzimidazolones sont toutefois 6galement activateurs de nombreux canaux 
potassium (Olesen et al.. 1994) et sont, de ce fait, peu spteifiques du canal CFTR. 

- Les xanthines substituees comme I'lBMX (3-isobulyI-l-m6feyl. 
xanthine) ou la theophylline sont d'abord connus comme des inhibiteuis des phospho- 
diesterases intracellulaires (enzymes de d6gradation de I'AMPc). de phosphatases 
ainsi que des antagonistes des rfcepteurs membranaires fixant I'adfoosine; elles 
agissent en outre sur la mobilisation du calcium intracellulair*. Ind^pendamm'ent de 
ces propri6tes ce sont des activateurs du canal CFIR (Chappe et al, 1998). Le m^ca- 
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nisme d'action des xanthines sur le CFTR est encore mal connu mais pourrait impli- 
quer leur fixation sur les domaines de fixation des nucl6otides (NBDl et NBD2). 

- Les benzo(c)quinoli2inixim Pemande intemationale PCT WO 
98/05642 ; Becq et al., 1999) qui sont davantage specifiques du CFTR mais peuvent 
5 induire des effets inddsirables ; en effet, ces molecules activent le canal CFTR par ime 
voie inddpendante de PAMPc. Cependant, a Theure actuelle, les tests de toxicite rela- 
tive k cette famille de molecules n*ont pas encore 6t6 effectu6s et il n'est pas impro- 
bable que ces molecules puissent se r6v6Ier avoir des effets toxiques sur ranimal. 

Ainsi, Tensemble des traitements actuellement preconises, soit 
10 manquent de sp6cificit6, soit entrament trop d'effets indesirables. 

C'est pourquoi la Demanderesse s'est donn6 pour but de pourvoir k 
des m6dicamcnts qui activent sp6cifiquement le canal cblortire. CFTR, tout en ne 
modifiant pas le taux de base de TAMPc, destin6s au traitement de pathologies asso- 
ci6es k des troubles des flux ioniques transmembranaires, notamment de chlorure, et 
15 notamment dans les cellules 6pith61iales cfeez Thomme ou Tanimal. 

La pr^sente invention a plus particulidrement poiir but de foumir de 
nouveaux medicaments suscq)tibles d'etre utilisfe dans le cadre du traitement de la 
mucoviscidose, des cas de **mucoviscidose atypiques" (asthme, sinusites chroniques, 
bronchectasies...), de la prevention ou du traitement des obstructions des voies 
20 bronchiques m. des voies digestives . (notamment pancr6atique ou intestinale), de 
maladies cardio-^vasculaires ou encore r6nales. 

Les Ihventeurs ont en eifet trouv^, de mani^ surprenante, que 
certains n-alkanols activent spteifiquement le canal chlorure CFTR (cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator). L*activit6 du canal CFTR est mesuree 4 
25 Taide de la technique d'ef3Elux d'iddure riadioactif C^T) ou de la technique de patch- 
clamp, L'ordre d'acfivation de CFTR par les n-alkanols est hexanol-Kheptanol- 
l<octanol-l<octanol-2<decanol-l (1 mM). v 

La.pr&ente invention a, en consequence, pour objet Tutilisation des 
n-alkanols k chafes hydrocarbon^es lin6aires; ramifi^es ou non, ou cycliques en Cs- 
30 Cio, pour la pr6paration d'un medicament destinfi au traitement des pathologies asso- • 
ciees k des troubles des canaux chlorure CFTR (flux chlorures transmembranaires), 
notamment dans les cellules epith61iales, chez rhomme ou 1 'animal. 
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Le fait que les n-alkanols en Ce-Cio ne modifiait pas le niveau 
d'AMPc des cellules est un avantage pour au moins deux raisons : 

- cela est en feveur d'une spteificit6 d'interaction witre les n- 
alkanols et le canal CFTR 

5 -cela pennet d'6viter des effets secondaires et non sp6cifiques qui 

peuvent gtre induits par une augmentation d'AMPc dans les cellules. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, lesdits 
n-alkanols sont des n-aDcanols a chatoes hydrocart)on6es lineaires, ramifi6es ou non, 
dans lesquels le groupe OH est en position 1 (alcool primaire) ou en position 2 (alcool 
10 secondaire). 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite utilisation, 
lesdits n-alkanols sont des n-alkanols h chaines hydrocarbon6es cycliques portant un 
ou phisieurs groupements alcool (cyclohexane, par exemple). 

Les n-alkanols pr6sentent, dans cette application, un certain nombre 

IS d'avantages : 

- aucune activation par les n-alkanols n'est d6tectee dans des cellules 
CHO contrSles qui n'expriment pas de CFTR, alors que I'activation de CFTR par les 
n-alkanols dans des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) exprimant le canal CFTR 
est bloqu6e par I'ajout de glibenclamide (100 jiM), utilis6 pour bloquer sp6cifique- 

20 mentle canal CFTR. 

- les n-alkanols ne modifient pas le niveau de base d'AMPc ; les n- 
alkanols activent ainsi sp6cifiquement le canal CFTR par une voie ind6pendante de 
r AMPc. L'activation du CFTR par les n-alkanols est indipendante de Peffet potentiel 
de ces molecules sur le decouplage cellulaire. 

- n-alkanols agissent par un mteanisme ind6pendant de la 
protdine kinase C. 

Pami les n-alkanols, c'est surtout I'octanol qui a d6jk 6t6 propos6 
dans de nombreuses applications : 

1- comme molecules anesthesiqii«! ; jj exerce des effets complexes 
30 sur les membranes biologiques. Une th6orie physico-chimique avait et6 avancee pour 
expliquer la puissance effectrice des anesth&iques. L'efficacit6 des anesth&iques 
augmenterait en fonction de leur solubilit6 dans les graisses et swait une fonction 
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lin6aire du coefficient de partition octanol-eau (la loi de Meyer-Overton sur 
Tanesthdsie). En fait les m6canismes impliqu6s dans les eflfets des n-alkanols ne sent 
pas 61ucid6s. Cependant, deux hypotheses g6n6rales ont 6t6 propos6es pour expliquer 
les effets des n-alkanols sur les prot6ines associees aux membranes biologiques : 
5 - La premiere suggfere que . les .n-alkanols alterent les propri6tes 

physiques de la membrane, proprietfe n&essaires au fonctionnement normal des 
prot6ines membranaires. 

- La deuxifeme suggere que les n-alkahols se fixent directement dans 
des regions hydrophobes sp6cifiques des prot6ines (Mascia et al., 2000). 
10 n est probable que les deux mecanismes interviennent. Cependant, 

c'est actuellement la deuxifeme hypothfese qui retient TinterSt, la premiJare ayant 6t6 
contredite par des exp6riences qui montrent que les perturbations de la fluidity 
membranaire, engendr6es par les n-alkanols, etaient mimdes par une augmentation de 
tempferature corporelle (fifevre), sans pour autaht observer les mfimes eflfets sur 
15 ractivit6 61ectrique. 

Une caract6ristique commune de I'action.de ces molteules est la 
modulation du signal 61ectrique qui est due k TaltSration de la conducfence membra- 
naire par les canaux ioniques. . 

2. dans la r^izulation du r6cepteur-canal CI" au GABA (acide 
20 gamma-aminobu^que) (Narahashi et aL^ 1998 ; Marszaiec et al, 1994 ; Nakahiro et 

al., 1991). Ces rdcepteurs sont exprimi^s au niveau du syst&me nervcux central. 

3. comme broncho-dilatateurs : les n-alkauols interviennent dans la 
relaxation des muscles lisses des voies a6riennes en diminuant notamment la concen- 
tration intracellulaire de calcium ([Ca?'*]i) (Sakihara et al., 2002). 

25 .4: action au niveau des johctions cellulaues en alterant la conduc- 

tance des jonctions communicantes dans de nombreux tissus y compris le tissu epith6- 

•I . • 

lial (Weingart et al, 1998) ; cet effet conceirie plus sp6cifiqueraent les agents lipo- 

philes, tels que les n-alkanols i longue chaine. Le mdcanisme mol6culaire resultant du 
d&ouplage cellulaire demeure obscur. * ' 

30 5. Les alcools tel que Poctanol, comme ag^^ ts anti-6mulsifiants. ont 

6&]i 6t6 utilis6s, en aerosol, chez des patients souffrant d' oedfemes pulmonaires 
(Miller et al., 1973), mais leurs mecanismes d*action demeurent inconnus. 
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L'ntilisation de certains n-alkanols, dans le traitenient des pafto- 
logies assocides k des tronbles des flux ioniques transmembranaires de chlonire dans 
les cellules 6pith61iales et notamment de la mucoviscidose et des mucoviscidoses 
atypiques vient d'gtre trouvd par les Livaiteuis. 
5 En effet, de manifere surproiante, les n-alkanols en C6-C10, notam- 

. ment n6bulis6es dans les bronches des patients sous forme d'a6rosol ou de nebulisat, 
activent ou potentialisent l'activit6 de canaux CFTR sauvages ou mutds mais presents 
I la membrane des cellules notamment chez des patients atteints de mucoviscidose. 

L'activation du canal CFTR par les n-alkanols, pounait en outre 
10 favoriser un effet broncho-dilatateur au niveau des fibres musculaires lisses des 
bronches et bronchioles, et contribuer a I'amdUoration de la fonction respiratoire des 
patients atteints de mucoviscidose aussi bien que des patients atteints d'insuffisauce 
respiratoire, non li6e & une mucoviscidose, telle que I'asthme. 

De maniere g6n^le, lesdits n-alkanols peuvent Stre administrfe par 
15 voie parentdrale: administration intradermique, intraveineuse, intramusculaire ou 
sous-cutan6e ; par voie intra nasale et buccale : aspiration ou ndbulisation par a&osol ; 
par voie orale ; par voie sublinguale. 

De maniere pr6fer6e, lesdits n-alkanols sont administrfe sous une 
forme adaptee a une administration intra nasale ou buccale, de maniere a obtenir un 
20 contact direct entre lesdits n-alkanols et la surfece des muqueuses broncho-puhno- 
naires. Par exeraple, lesdits n-alkanols sont pr6sent6s sous une foime liquide, pour une 
administration sous la forme d'un adrosol ou sous la forme d'un n6bulisat, et ce i 
I'aide d'un dispositif de n6bulisation, du type de ceux utilisfe aussi bien dans le 
traitement de I'asthme que dans celui de la mucoviscidose. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de Tinvaition, lesdits 
n-alkanols sont associ6s h au moins un v6hicule phamiaceutiquement acceptable 
adapts k ladite administration intra nasale ou buccale. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, lesdits 
n-alkanols sont de preference adrainistr6s k une concentration comprise entre 0,001 % 
30 et 0,1 % (v/v), coirespondant k une valeur comprise entre 10 et 1000 ppm (parties par 
million), soit de 10 mgdcg k 1 g/kg. 
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Outre les dispositions qui prdcfedent, Tinvention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se r6ftre k 
des exemples de mise en ceuvre de I'utilisation objet de la pr6sente invention ainsi 
qu'aux dessins annexes dans lesquels : 

5 -la figure 1 illustre : (A) Comparaison de TefiFet de Poctanol-l et de 

la FSK sur PefQux de ^^I (% en ordonnte) en fonction du temps (min, en abscisse) 
dans les cellules CH0-CFrR(4-). (B) Effet deJ'octanoH et de la FSK sur TefBux de 
^^^I (% en oidonnee) en fonction du temps (min en abscisse) dans les cellules 
contrdles CHO-CFTR(-). (C) Effet de ToctanoH (0,25 k 5 mM) et de la FSK (5 jiM) 

10 sur reflnux de (vitesse d'efOux en ordonnde) dans les cellules contr61es CHO 
CFTR(-) (D) Effet de l*inhibition sp&ifique de CFTR par 100 jiM de glibenclamide 
sur r efflux de (vitesse d'elBux en min ^ en ordonn6e) stimuli par ToctanoH, la 
FSK ou r octanoH et la FSK, dans les cellules CHO-CFTR(+). 

- la figure 2 illustre Teffet de doses croissantes (en abscisse) de FSK 
15 ou d'octanoH sur TefQux de '^^I (vitesse d'efQux en min'^ en ordonnte) dans les 

cellules CHO-CFTR(+). 

- la figure 3 illustre : (A) Effet de la FSK (1 jiM) en presence et en 
Tabserice de glibenclamide (100 fiM) sur le courant enregistr6 en configuration cellule 
entiere, representant I'activation du canal CFTR. (B) Effet de roctanoH (1 mM) sur 

20 le courant induit par I'activation de CFTR, en presence et en Taljsence de 
glibenclamide (100 jiM) pour inhiber sp6cifiquement le canal CFTR. 
L'enregistrement est effectu^ dans les cellules CHO-CFTR{+), n = 4. . . 

- la figure 4 illustre : (A) Effet de la longueur de la chaine hydro-. 
carbonee des n-alkanols (en abscisse) dans Tactivation de I'efflux de (vitesse 

25 d'efflux en min"' en ordonn6e). (B) Effet de roctanol-2 sur I'activation de Tefflux de 
'^^I (vitesse d'efflux en min"' en ordonn6e). 

- la figure 5 illustre Peffet de ToctanoH (1 mM) et de I'acide 18- 
alpha glycerrhetinique (a-GA 10 jiM) sur la r6ponse calcique induite par une stimula- 
tion d'ATP qui met en jeu la communication intercellulaire. 

30 - la figure 6 illustre I'effet du d6couplage cellulaire dans Tactivation 

de I'efflux de (% en ordonn6e), par une application d'acide 18-alpha glycerrheti- 
nique (a-GA 10 et 100 (iM) (n = 12), en comparaison k I'effet de I'octanoH. 
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- la figure 7 ilhistre : (A) Effet de Tiiihibition de la prot6ine kinase A 
par du H-89 (30 jiM, 30 min) sur I'activation de I'efflux de '"l (taux d'eflHux en min ' 
en ordonnfe) induite par I'octanol-l (1 mM). la FSK (1 iM) on une co-stimulation 
octanol-1 + FSK. (B) Bffet de I'inhibition de la prot6me kinase C (GF109203X, 100 

5 nM, 30 min) sur Tactivation de I'efQux de '^I (taux d'efflux en min ' en ordonn^e) 
induite par roctanol-1 (I mM). 

- la figure 8 illustre I'effet des n-alkanols sur le niveau de I'AMPc 
intracelhilaire total en coraparaison au niveau basal et k une stimulation par de la FSK 
(5nM). 

- ^Sare 9 illustre : (A) Effet de Toctanol-l (1 mM) sur I'efilux 
d'iodure (min'') en fonction du temps (min) dans les cellules epithiliales humaines 
d'origine bronchiques Calu-3, avec (n = 8) ou sans pt^traitement par du glibenclamide 
(100 nM, 1 heure) (n = 8). et avec (n = 8) ou sans preteaitement par du DIDS (500 
fiM. I heure) (n = 8). La ll^che repr&ente le moment oil l'octanol-1 (1 mM) est 

15 ajoutd. avec ou sans glibenclamide et avec ou sans DIDS. (B) L'effet maximum de 
roctanol-1 est normalis6i 100 %. Effet du traitement par du DIDS (500 pM, 1 heure) 
ou du glibenclamide (100 jiM, 1 heure) sur la reponse maximale de l'octaiol-1. le 
niveau basal est indiqu6. (Test t : *** P < 0.001 ; ns : non significatiQ. (Q Effet'de 
doses croissantes (en abscisse) d'octanol-1 en presence ou non de FSK (1 fxM) sur- 

20 I'efflux de '^^I (vitesse d'efflux en min ' en ordomi6e) dans les cellules Calu-S. (D) 
Courbe dose-r6ponse d'octanol-l (n = 8 pour chaque concentration testte) en pr&ence 
ou en absence de FSK (1 gM), representee en % du maximum d'activation obtenue 
pour 10 mM d'octanol-l. La concentration de demi-effet (ECso) de roctanol-1 est de 
512 ^M en presence de FSK (1 nM) et de 1,14 mM en absence de FSK (1 ^M). 

^ " fig^e 10 illustre : (A) Effet de I'octanol-l (1 mM) (n = 8) ou 

d'un cocktail de drogues utilis6 pour activer de fayon maximale le canal mat& OFTO- 
AF508 (FSK 10 jiM plus genisteine (GST) 30 fiM) (n = 8) sur I'efflux d'iodure (min" 
') en fonction du temps (min) dans les cellules dpith61iales bronchiques humaines 
JME/CF15 extraites k partir de patients atteints de mucoviscidose. La fleche repr6- 

30 sente le moment oi. I'octanol-l (1 mM) ou la FSK 10 tiM + GST 30 pM sont ajoutfe. 
(B) Repr&entation du pourcentage d'activation de CFTR-AF508 obtaju avec 
roctanol-1 (1 mM) par mpport k I'activite maximale obtenue avec le cocktail FSK 
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10 nM + GST 30 ^M, qui est norraalisee a 100 % de la r6ponse maximale. (C) Effet 
du pr6traitement par du glibenclamide (100 \M, 1 heure) (n = 8) ou du prdtraitement 
par du PIDS (500 \iM, 1 heure) (n = 8) sur la r6ponse maximale (nonnalis6e a 100 % 
d'activation) obteaue avec 1 mM d'octanol-1 (Test t : *** P < 0.001 ; ns : non signi- 
5 ficatif). 

- la figure 1 1 illustre la r6versibilit6 de I'effet de l'octanol-1 (1 mM) 
sur ractivation de CFTR 6tudi6e par patch-clamp en configuration ceUule entiere dans 
les celhiles CHO-BQl. Famille de courants 6voc[u6e dans ime cellule CHO-BQl par 
des d6polarisations successives entre -80 et +15 raV a partir dhin potentiel de maintien 

10 de -60 mV et par incrementation de 5 mV, en absence (contcSle), en presence 
d'octanol-1 (1 mM) et api^s 15 min de lavage de I'octanol-l par un milieu salin 

physiologique de linkage. 

- la figure 12 illustre la structure des n-alkanols en C2-C10. 

n doit 6tre bien entendu, toutefois, que ces exanples sont donn6s 
15 uniquanent i titre d'ilhistration de I'objet de I'invention, dont ils ne constituent en 
aucunemani&re une limitation. 

Exemole : Mise en Evidence des propriftfe des n-alkanols comniie ouvreurs ton 
activatears de CFTR 

n Mfethodes expferimcntales . 
20 1 n riftlliiles en culture. . 

Les 6tades sur la CFTR sont d'une part rdalisees sur des celhiles 
CHO (Chinese Hamster Ovary cdls) qui atpriment la protSine CFTR humaine 
recombinante (CHO-CFTR(+)) (Riordan et al., 1989). Ces celhiles sont cultiv^M i 
ZTQ dans une 6tuve satur^e en eau contenant 5% de CO2 dans du milieu oMEM 
25 additionn6 de s6rum de veau foetal (7,5 %), de 2 mM gjutamine, de 50 I.U/ml de 
pdnicilline et de 50 jig/ml de strq)tomycine. Les cellules qui n'expriment pas la CFTR 
sont notfes CHO-CFTR(-) et sont cultiv6fcs dans du milieu DMEM/F12 dans les 
mSmes conditions que pr6c6dranmait 

Les etudes de CFTR sorit-aussi r6alis6es sur les cellules Cahi-3 
30 (ATCC n° HTB-55) qui sont des ceUules 6pith61iales puhnonaires humaines expri- 
mant de fe9on endogfene le canal CFTR. Ces cellules sont cultiVies dans les mSmes 
conditions de culture que les cellules CHO. L'6tude du canal CFTR mu^ est r6alis6e 
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sur les cellules JME/CFIS, cellules 6pith6Iiales extiaites de voies adriennes respira- 
toires de patients atteints de mucoviscidose (homozygote AF508) (Jefferson et ah, 
1990). Ces cellules expriraent done le canal CFTR mute AF508. Ces cellules sont 
cultiv6es dans les mSmes conditions que prec^demment mais le milieu de culture est 
5 suppl6ment6 avec un melange hormonal contenant: adenine (180 nM), insuline (5 
|ig/ml), transferine (5 jig/ml), hydrocortisone (1,1 pM), triiodothyronine (2 nM), 
epinephrine (5,5 |liM), facteur de croissance epidermique (1,64. nM). 

1.2) Technique dii natch-clanro. apnliau^e ^ r6tude des ff^lhilftf^ ^ 

culture. .. 

10 La technique du patch-clamp consiste a appliquer une pipette ou une 

micro61ectrode de verre a la surface d'une cellule. En aspirant legerement, il est 
possible de faire adh6rer la membrane au verre. Un petit morceau de membrane 
(patch) est ainsi isol6 au bout de la pipette : c'est le principe du patch-clamp (O.P. 
Hamill et al. Pfltigers Arch., 1981, 391, 85-100; R. Penner , A Practical Guide to 

15 Patch Clamping, 1995, In Single Channel Recording, 2^^ edition (Eds, B. Sakamnn et 
al.) Plenum Press, New York, 3-30). Pour ce faire, la pipette de patch-clamp doit avoir 
une pointe de Tordre de 1 |im de diametre et une r&istance de Tordre de 1-5 MQ. La 
resistance d'une pipette ou d'une microelectrode permet d'appr6cier la finesse de la 
pointe : plus la resistance est grande, plus la pointe est fine ou I'^lectrode est bouchee. 

20 Le diamfetre de la pipette de patch-clamp ne peraniet pas de p6n6trer dans la cellule 
mais par centre, il permet effectivement d'emprisonner un morceau de membrane 
dans la pointe. Des interactions entre la membrane et le verre vont se former, aid6es 
par une legere succion ou pression n6gative de la pipette. La qualite de cette 
interaction (ou scellement) est igalement appr6ci6e en mesurant la resistance entre le 

25 verre et la membrane. Pour mesurer des courants globaux en configuration cellule 
entidre, une resistance de scellement de 1 GQ est suffisante. 

De maniere generale, on mesure des enregistrements de courant 
61ectrique a travers un patch contenant, par exemple, un canal. Le potentiel de 
membrane impos6 (Eciamp) est gen&ralement en millivolts. Lorsque le canal est ferm6 

30 le courant oscille faiblement autour d'un niveau de base (6tat F). Cet infime courant 
' de base circule dans les « fuites » entre le patch et Pextremite de la pipette. Lorsque le 



ler clep6t 



15 

canal s'ouvre (etat O), le courant saute a un autre niveau, puis revient au niveau de 
base quand le canal se fenne et ainsi de suite. 

Les raesures peuvent etre reaJisees dans l*une des configurations 
suivantes : cellule attachee (cell-attached), cellule entifere (whole-cell), patch excise 
5 interieur-ext6rieur (inside-out) ou patch excise extdrieur-exterieur (outside-out), 

Les exp6riences de patch-clamp sont effectu6es sur des cellules 

confluentes. 

De manifere plus precise, les boites de culture (support des cellules) 
sont placees dans une cuve d'exp6rimentation (volume 1 ml) sur la platine d'un 

10 microscope invers6 (Nikon) equip6 avec un 6clairage en contraste de phase. La confi- 
guration cellule entiere (whole-cell) est utilis6e pour Tenregistrement des courants 
cellulaires (Hamill et al., 1981). Les experiences sont realis6es a temperature ambiante 
(20-22''C). Les courants sont amplifies avec un amplificateur Axopatch 200B (Axon 
Instrument LTd) possddant un filtre .passe-bas de 2-5 kHz (filtre Beside! k 6 pdles) et 

IS enregistr6s sur le disque dur d'un ordinateur PC aprte digitalisation k 10-25 kHz. La 
fabrication des pipettes s'effectue k partir de tubes de vetre de 1 mm de diam^tre 
(Clark Electromedical instrument) en quatre etapes avec une 6tireuse horizontale 
(Bruwn Flaming 97, CA). 

Les pipettes, renq)]ies d'une solution intracellulaire contenant en 

20 mM : 60 KCl; 80 NMDG (N-m6thyI-G-glucamine); 10 HEPES ; 5 EGTA ; CaQj 1; 
MgATP 4; NasGTP 0,2; pH 7,4 titre avec KOH), ont une resistance de 5 MQ. Les 
potentiels sont exprimes comme la difference entre le potentiel de reiectrode de patch 
et celui du bain. En configuration cellule entiere, ils representent le potentiel de la 
membrane de la cellule. Les potentiels de jonction qui se forment entre 1 'electrode 

25 d'enregistrement et le milieu extracellulaire sont annuies avant le contact de 
reiectrode avec la cellule. Le potentiel d'inversion dii courant chlore est obtenu k 
partir de requation de Nemst (E^ = (RT/F) log ([Ci]i/[Cl]e)) ; i et e concentration 
ionique intracellulaire et extracellulaire, R, T et F ont leur sig^iification babituelle. Les 
relations courant-voltage k retat statidimafre sont determines en utilisant des lampes 

30 lentes (20 mVAs) de voltage en condition de voltage impose. 
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La solution extracellulaire d'enregistrement est constitute (en mM) : 
110 NaCl ; 23 NaHCOa; 3 KCl; 1,2 MgCb; 2 CaCh; 5 HEPES ; 11 D-glucose; 
gaz6e avec du CO2 5 % - 02 95 % ; pH 7,4. 

1.3^ Mesure de^ ^ux de traceurs radioactifs appliou^e k I'^tude d^g 
S cellules foit fa61iales en cultaire . 

Le canal CFTR 6tant permeable aux halogdnures (Br> CI> T > F"), 
la mesure d'efBux d'iodure radioactif s'est r6vele etre un'e technique efficace pour 
mesurer I'activit^ du canal CFTR (Chang et al., 1998). Cette technique permet de 
suivre la cinetique de sortie de Tiodure radioactif '^I, Les cellules sent cultivees dans 

10 des plaques 24 puits avec une dihition au 1/10 apres passage. Le quatrieme jour de 
culture, les drogues h tester sont mises en solution en fonction de la concentration 
voulue, i 37^C, dans du milieu BipH 7,4, contenant en niM : 137 NaCl, 5,36 KCl, 
0,8 mM MgCl2 1,8 mM CaCh, 5,5 glucose et 10 HEPES-NaOH. Les puits sont laves 
4 fois avec 500 ^il de milieu B. La solution est ensuite remplacee par 500 \il de solu- 

15 tion de charge contenant 1 jiM KI et 0.5 fiCi de ^^^INa/ml pendant 30 min. La 
cin6tique de sortie de est r6alis6e apres avoir elimin6 la solution de charge et lave 
4 fois les puits par 500 \il de milieu B. Pour la cinetique de sortie de 500 \i\ de 
milieu B contenant ou non les molecules a tester sont incubfe 30 sec dans le puits et 
r6cuper6s dans un tube ^ hemolyse pour Stre remplaces par 500 \il de milieu B conte- 

20 nant ou non les molecules k tester. L'operation est r6p6tte toutes les 30 s pendant 2 a 6 
min. A la fin de Tefflux, les ions intracellulaires sont extraits en ajoutant 1 ml d'acide 
trichloracetique (7,5 %) sur la couche cellulaire. Tons les 6chantilIons sont compt6s 
dans un compteur gamma (Kontron). Les prot6ines precipitdes sont solubilis6es dans 
0, 1 N NaOH et quantifi6es en utilisant un test colorimetrique. 

25 1 .4) Analyse desd^^n^^Q 

Le traceur contenu dans la couche cellulaire au d6but de Teffhix est 
calcule comme la somme des 6chantillons et des extraits compt6s. Les courbes 
d'efflux sont construites en exprimant le pourcentage du contenu restant dans la 
couche cellulaire (1%) par rapport au temps. Les constantes de taux d*efflux (k, min"') 
30 stimul6 ou non sont d6terminds en lissant les courbes d'efflux en une fonction mono- 
exponentielle Wo = 100*exp(-kt) en utilisant une regression lin&ire du logarithme 
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nep6rien des donn^es, k est utilisd pour calculer riodure libere dans le milieu par 
rapport au temps. Uhypothtee est faite que, en presence d'un stimulateur, Pefflux est 
la somme de deux efflux d'iodure survenant en parallele : un efflux basal et un efflux 
stimule caracterise respectivement par les constantes kb et kj. L' efflux net total est 
alors d6crit par Fequation ir'''=100*(l-exp(-ktt)) ou kt est la sonrune de kb et ks. Fina- 
lement, ks calculee comme krkb est utilisee pour etablir une relation dose-r6ponse 
pour des antagonistes. Les donndes sont exprimees comme des moyennes ± SD, et le 
test-/ est utilis6 pour determiner les significativites. Les courbes concentration-reponse 
d'agonistes ou d*antagonistes sont liss6es en utilis.ant Tequation hyperbolique Y = 
Ymax^ X/(EC5o + X), ot Y cst la r^ponse. Y commence au basal et va jusqu'au plateau 
(Ymax), X est la concentration et les valeurs de demi-eflFet (EC sont calcul6es en utili- 
sant GraphPad Prism v3.0 (GraphPad Software). 

1 pnsage de 1 > AMPc intracellulaire total 

Les cellules GHO sont cultiv6es pendant quatre jours dans une 
plaque de culture de 24 puits. Au quatrifeme jour de culture, chaque puits est rinc6 
deux fois avec 500 )xl de milieu B, et 500 )il de ce tampon contenant la moldcule & 
tester sont ajout6s i chaque puits, Aprfes 5 min d*incubation k 3TC, la r6action est 
arrgt6e en ajoutant un tan^on de lyse cellulaire. La lyse cellulaire est v6ifi6e au bleu 
Trypan. La quantity d'AMPc contmie dans les cellules est d6termin6e en utilisant le 
kit de dosage Enzyme Immuno Assay (Amersham Biotechnology). Le niveau d' AMPc 
est exprimfi en pmoles/puits ± SD. 

1.6) Imagerie celhilaire et mesure de la concentration intracellulaire 

dec^^VrqA) 

Les mesures de Ca^* sont r6alis6es en pr6sence de -fura-2 (sonde 
fluorescente impermdante) qui lie le Ca^. Les cellules sont incubees dans du milieu 
de culture DMEM/F12 sans s6rum en pr&ence de la forme penn6ante du fura-2 (fura- 
2/AM, 2,5 |iM) pendant \hk 37°C. Les cellules plactes siir la platine d'un microscope 
(Olympus) a fipifluorescence (objectif 20 X), sont perfusfees avec les solutions k tester 
(e.g ATP, octanol). Elles sont sdquenffellement illuminees k 340 nm et 380 nm et la 
fluorescence ^mise (F) est mesur6e k 510 nm. Bile est d6tect6e via une cam6ra CCD 
12-bits (Sony) connect6e k une umt6 infonnatique pour le traitement des doim6es 
(TILL Photonics). La concentration de Ca^* intracellulaire [Ca^^j est calculee en utili- 
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sant r6quation de Giynckiewicz (Grynckiewicz et al., 1985): [Ca^'li=Kd*(R- 
Rmin^Rmax-R, 3 partir dc I'analyse ratiomfitrique R (340/380 nm) de la fluorescence 
(TUX Vision) ; R^x et d&ignent le nqjport de fluorescence mesurt en pr&ence 
ou ea 1 'absrace de Ca*^, 
S 2) Resultats 

Les concentrations des n-alkanols raises en oeuvre vent de 0,1 a 10 
mM. Ces concentrations reprfeentent des proportions finales (v/v) de 0,001 % (pom 
0,1 mM d'alcools) i 0,1 % au maximum (pour 1 0 mM d'alcools). 

2.1) L 'octanol active specifiquement le canal CFTR 

l*s molecules test6es sont les n-alkanols et notamment l'octanol-1, 
qui ont 6te test6es pour leur capacity k activer le canal CFTR. 

Le criblage des moldcules en tant qu'ouvreurs du canal CFTR a 6t6 
r6alis6 en mesurant leur effet sur I'efflux d'iodure radioactif '"l et sur les courants de 
chlorure transmembranaires. Ces donn^es ont 6t6 complementees par la mesure du 
15 taux d'AMP cyclique (AMPc) intracellulairc et de ses variations dans diverses situa- 
tions experimentales 

L'6valuation de I'effet deactivation du CFTR par les n-alkanols est 
tout d'abord realisee sur la lignee cellulaire CHO-CFTR(+). Les cellules CHO- 
CFTR(-) n'exprimant pas la prot6ine CFTR ont ^t6 utilis6es comme cellules conti^les. 

20 L'A23187 (2 fiM) (un ionophore de calcium) est sans effet sur I'efflux de '"l aussi 
bien dans les cellules CHO-CFTR(+) que CHO-CFTR(-), montrant qu»il n'y a pas de 
canaux Cr d6pendants du calcium intracellulairc (Chappe et al., 1998). Le canal 
CFTR 6tant principalement regul6 par des prot^ines kinases A, les experiences 
contreies ont fait appel k la FSK pour stimuler le taux d' AMPc intracellulairc. 

La figure lA montre une activation de CFTR obtenue par une appli- 
cation soit de 1 fxM de FSK (FSK), d'octanol-1 (1 mM) ou une application combinee 
de FSK (1 fiM) et d'octanol-1 (1 mM) dans des cellules CHO-CFTR(+). L'activation 
du canal CFTR, mesurde par I'efflux de '"l induit une augmentation de I'amplitude de 
I'efnux d'iodure (exprim6 en % de Iib6r6 dans le mflieu) et de la vitesse de sortie 

30 de'^I. 

Sur la figure IB, les experiences conti^les permettant d'6valuer la 
sp6cificit6 des molecules testees sur l'activit6 du canal CFTR ont 6t6 i^is6es sur des 
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cellules CHO-CFTRO, en presence ou non d'activateurs (FSK 1 jxM, octanoM 1 
mM). Dans ces cellules CHO-CFTR(-), I'octanol-l (0,1 i 5 mM) et la FSK (5 ]xM) ne 
modifient pas significativement le niveau basal de I'efflux de ^^^I (figure IC). 

L'effet activateur de l'octanol-1 aussi bien que de la FSK (1 |iM) ou 
5 d'une application combin6e de FSK et octanoM sur CFTR est completement inhibe 
par Faddition de glibenclamide (100 ]iM) commun^ment utilise pour inhiber specific 
quement le canal CFTR (Figure ID). Ces resultats confirment la specificite de 
I'octanol-l sur ractivit6de CFTR. 

Les cellules CHO-CFTR(+) sont ensuite stimul6es avec des concen- 
10 trations croissantes de FSK ou d'octanoH, et les constantes de vitesses d'efflux de 
sont mesux6es. La figure 2 represente une courbe dose-reponse d'octanol-1 (0,1 ^ 5 
mM) ou de FSK (0,1 4 5 jiM).sur Factivation de CFTR. On peut voir sur la figure 2 
que r activation de CFTR par la FSK on par Foctanol-l est ddpendante de la concen- 
tration avec une EC50 d'environ 0,5 jiM pour la FSK et de 0,5 mM pour l'octanol-1. 
15 Les effets de Foctanol-l sur Factivation dii CFTR sont observables pour des concen- 
trations d'octanoH de 0,3 mM h 5 mM, avec un plateau atteint k 1 mM et une dose de 
demi-activation de 0,5 mM, 

De mSme, Factivation de CFTR par la FSK ou Foctanol-l est obser- 
v6e en patcK-clarap, en configuration cellule entifere. Les figures 3A et 3B raontrent 
20 respectivemrait que la FSK (1 fiM) et Foctanol-l (1 inM) produisent une augmentation 
d'environ 10 fois de la conductance membranaire par rapport au contrdle. Le potentiel 
de reversion du courant induit par la FSK ou par FoctanoH est de 1 ± 0,6 mV, mon- 
trant que le CF est Fion principal qui contiibue k ce courant Ce courant induit par la 
FSK ou par FoctanoH est completement inhib6 par Fapplication de glibenclamide 
25 montrant que c'est bien le canal CFTR qui est impliqu6 dans le courant induit soit par 
la FSK soit par FoctanoH. La figure 3B montre qu'une 85)plication d'octanol-l seul 
(1 mM), c'est-&-dire sans FSK, induit uiie pleirie activation du canal CFTR. 

2.2) L'octanol-1 stimule spicifiquement le canal CFTR dans des 
cellules epitheliales bronchiques-Jmrndines (Galu-3), 
30 La capacity de Foctanol-l a stimuler CFTR dans une lignee de 

cellules epithfiliales bronchiques humaines (Calu-3) a 6galement 6te test6e. Comme le 
montre la figure 9A FoctanoH active la sortie d'iodure dans les cellules Calu-3. Cet 
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efflux active par l'octanol-1 est fortement bloqute par m traitement (1 hewe) par le 
glibenclamide (100 jiM), un inhibiteur du csanal CFTR. alors qu'un traitement (1 
heure) par 500 mM de DIDS (4.4'-diisothiocyanatostflbfene-2,2'-acide disulfonique). 
utilise pour bloquer les canaux CT sauf le canal CFTR qui y est insensible, est sans 
5 effet (Figure 9B). L'ensemble de ces rtsultats montre que l'octanol-1 active sp6cifi- 
quement le canal CFTR humain endogenement expiimfi dans les cellules 6pith61iales 
bronchiques humaines Calu-3. De plus, comme observe dans les cellules CHO- 
CFTR(+) (voir figure 1). I'octanol-l active le canal CFTR humain d'une mani^re 
doseHi6pendante (0,1 UO mM) dans les cellules Calu-3 (Figures 9C, D). Enfm, une 
10 couibe dose-rfiponse d'octanol-1 r&Iis6e en pr6sence de FSK (1 ^M) ddplace vers la 
gauche la courbe dose-r^ponse d'octanol-1, indiquant une potentialisation par la 
forskoline de I'activation de CFTR par I>octanol-1. En outre. I'activation du canal 
CFTR par de I'octanol-l pour des concentrations sup6rieures k 0,5 mU est superieure 
k celle obtenue par la FSK (1 ^M). puisque I'octanol-l potentialise I'activit^ du canal 
15 CFTR stimuli par la FSK (1 nM) (Figures 9C,D). 

23) L'octanol-I active specifiquement le canal CFTR muti AF508 
dans des cellules dpitheliale d'origine pulmonaire (CF15) de patients atteints de 
mucoviscidose homozygotes AF508. 

La capacity de l'octanol-1 k acliver le canal CFTR mut6 AF508 a 6t6 
20 testte. La mutation AF508 est retn,uv6e chez plus de 70 % des patients atteints de 
mucoviscidose. Une grande majority du canal CFTR mut6 AF508 est d6gradte par le 
syste ubiquitine-prot^asome h I'int&ieur de la cellule, et seulement une trte feible 
quantity de canal mute arrive k la smfece de la membnme oix il pent 6tre activ6. Des 
cellules 6pith61iales bronchiques humaines JME/CF15 extraites k partir de patients 
25 atteints de mucoviscidose et homozygotes pour la mutation AF508 ont 6t6 utilisees. La 
molteule MPB-91, comiue pour adresser un certain nombre de canaux CFTR-AF508 a 
la membrane plasmique. (Donner et al.. 2001) a 6galement it€ utUisee. Les canaux 
CFTR mutfe AF508. pr&ente a la membrane plasmique ont 6t6 stimul6s par 
I'octanol-l (1 mM). La figure lOA montre que I'octanol-l active specifiquement le 
30 canal CFTR mut6 AF508. Un cocktaU de stimulateuxs (FSK 10 + g6nist6ine 30 
m permet d'obtenh- l'activit6 maximale pour le canal mut6 CFrR-AF508 



1er depot 



21 

L*octanol-l (1 mM) est capable, a lui seul, d'activer environ 50 % de Tactivite maxi- 
niale du canal CFTR-AF508 mut6 (Figure lOB). Cette activation de CFTR-AFSOS est 
inhib6e par le glibenclamide (100 fxM) alors qu*elle est insensible an DIDS (500 \iM) 
(Figure IOC), d6montrant que ToctanoH stimule specifiquement le canal CFTR mut6 

5 AF508. De plus, roctanol-l n*a aucun eflFet sur le niveau basal, lorsque le canal mut6 
n'est pas present i la membrane plasmique, montrant qu'il n'active pas d'autres 
conductances chlorure et qu*il est bien specifique du canal CFTR. L'ensemble de ces 
rfeultats ddmontre que roctanoH est capable d'activer le canal CFTR mut€ AF508 
dans des cellules 6pith61iales pubnonaires humaines de patients atteints de mucovisci- 

10 dose. L'octanol-1 est ainsi d'un grand int6r&t pour envisager un traitement pharmaco- 
th6rapeutique de la mucoviscidose. 

2.4) L 'effet activateur de I 'octanol-1 sur CFTR est reversible 
Nous avons enfin examine a J -aide, de la technique de patch-clamp en configui-ation 
cellule entifere sur les cellules CHO-BQl qui expriment le canal CFTR humain, si 

15 Teflfet de ToctanoM (1 mM) sur les canaux CFTR dtait r6versible. Gonime indiqu6 
dans la figure 11, on voit que I'octanoH (1 itnM) eritraJne une augmentation de 
courant due 4 1'activation de CFTR Aprfes 15 mm de lavage de octanoH (1 mM) par 
une solution saline physiologique, Tactivation des canaux .CFTR dispiafait, indiquant 
que TeflFet activateur de Toctanol-l sur CFTR est r6versible^ 

20 2.5) Les n-alkanols h chaine hydrocarbonee tongue (C^ a Ciq} 

activent le canal CFTR (voir JBgure 12 pour la structure des n-alkanols) 

L' effet d*autres n-alkanols que ToctanoH sur Tactivation de CFTR 
a egalement 6X6 teste. La figure 4A montre que I'utilisation de n-alkanols ayant des 
longueurs .de chaines hydrocarbon^es 6gales ou sup6rieures a celles de I'hexanol-l 

25 (C6) jusqu'au dScanoH (CIO), active significativement le canal CFTR, L* activation 
de CFTR augmente en fonction de la longueur de la chaine hydrocarbon6e (c'est-i- 
dire en fonction de rhydrophbbicit6) de TalcooK La figure 4 montre une activation 
croissante de la CFTR suite, a rapplication d'hexanol-1 (C6), d'heptanol-1 (C7), 
d^octanoH (C8), ou de ddcanol-l (CIO). Pour des n-alkanols ayant des chaines hydro- 

30 carbon6es courtes (ethanol, butanol-1), Tefflux de ^^^I n'est p^ significativement 
different de Tefflux non stimuli, mdiquant que Tithanol et le butanol n'activent pas le 
canal CFTR. 
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Sur la figure 4B, on peut voir que roctanol-2 active aussi la prot6ine 
CFTR. Ce qui montre que la position du radical OH sur la mol6cule en position 1 ou 
en position 2 n'est pas critique pour I'activation du canal CFTR. 

2.6) L'activation de CFTR par les n-alkanols n'est pas due au 
5 dicmplage cellulaire 

L'octanol et les autres n-alkanols peuvent modifier le dfeouplage 
cellulaire du aux jonctions connnunicantes Qonction gap). Un tel decouplage est mis 
en 6vidence dans des cellules CHO, en mesurant la r6ponse calcique induite par une 
application d'ATP. Pour ce feire. une mol&ule totaleraent difKr«nte des n-alkanols 

10 mais connue pour decoupler les cellules, I'acide 18-alpha glycerrhetinique (a-GA), a 
6t6 utiUs^e. Les figures 5A-C montrent que I'application d'a-GA (10 a 100 fxM) ou 
d'octanol-1 (1 mM) dfcouple bien.les cellules comme le montre la rdponse calcique 
induite par I'ATP. Mais aucun effet de (a-GA) sur I'activit^ du canal CFTR. n'est 
observ6 (Fig. 6). L'activation de CFTR par les n-alkanols n'est done pas due k leur 

1 5 propri6t6 de ddcouplage cellulaire. 

2.7) L'activiti de la proline kinase A est necessaire a I'activation 
de CFTR par l'octanol-1 

La phosphorylation du canal CFTR notamment par la prot6ine 
kinase A (PKA) a 6t6 montrfie comme necessaire pour la fonction et I'activation du 
20 canal. L'activation du canal CFTR par les n-alkanols est inhib^e par le f aitement avec 
du H-89 (30 m, utilis6 pour inhiber les PKA (Figure 5A). ce qui montre qu'une 
phosphorylation constitiitive du canal CFTR est necessaire k son activation par 
I'octanol-l. 

De rfeentes ftudes ont montre qu'une phosphorylation de CFTR par 
25 la protfine kinase C (PKC) pouvait etre un pre-requis pour une activation de CFTR. 
L'octanol a 6t6 monh-6 comme pouvant activer certains sous-types de PKC. Un inhi- 
biteur puissant des PKC en pr&ence d'octanol-l a done ete utilis6. Dans ces condi- 
tions, l'activation de CFTR par l'octanol-1 n'est pas inhib^e (figure 7). Ces r&ultats 
montrent que l'octanol-1 active bien CFTR par un mecanisme ind6pendant des PKC. 
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L'octanol et les n-alkanols peuvent interagir directement avec le 
canal CFTR au niveau des sites hydrophobes de la proteine, afin d'induire une modifi- 
cation d9 confonnation favorable k son activation. 

Les n-alkanols n'indnisent pas d' augmentation d' AMPc, Tactivation 
5 de CFTR par les n-alkanols n'est done pas due k une 616vation du taux d'AMPc 
induite par les n-alkanols. 

La Iitt6rature indique que les.n-alkanpls I chaine longue ne sont pas 
des activateurs potentiels de Tad&iylate cyclase et done du niveau d*AMPc intra- 
cellulaire mais auraient plutot un effet iiihibiteur: La figure 8 pr6s.ente les taux 
10 d'AMPc intracellulaire dans la cellule CHO-aFTR(+), mesures apite 5 min en 
presence de 5 jiM ou 1 jiM de FSK (activateur de Traizyme de synthese de 1' AMPc ; 
addnylate cyclase), de 1 mM d*o.ctanoH, d'hexanoH ou d'6thanoL Alors que la FSK 
1 (iM ou 5 ^iM augmente significativement le niveau d'AMPc, ni ToctanoH, 
rhexanol-1 ou I'^tbanol ne nriodifient le, niveau basal d*AMPc. Appliqu6 seul, 
15 I'octanoH dtelenche I'activation du canal CFTR sans augmenter le niveau d'AMPc: 
Ces risultats montrent que Voctanol- et les autres n-alkanols a chaine hydrocarbdn6e 
longue C6 a Cio stimulent le canal CFTR par une voie inddpendante de la voie de 
I'AMPc. ■ . . 
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REVENDICATIONS 

1*^) Utilisation des n-alkanols i chaines hydrocarbonees lin6aires, 
ramifiees oTi non, on cyclique en Cs-Cio, pour la preparation d'un mddicament destind 
an traiteraent des pathologies associ6es h des troubles des canaux chlorure CFTR chez 
5 rhomme ou TanimaL 

2°) Utilisation s!elon to rev^dication 1, caract6ris6e en ce que lesdits 
n-alkanols sont des n-alkanols chaines hydrocarbondes lin&ires, ramifites ou non, 
dans lesquels le groupe OH est en position 1 (alcool primaireyou en position 2 (alcool 
secondaire). 

10 * 3**) Utilisation selon la revcndication 1, caract6ris6e en ce que lesdits 

n-alkanols sont des n-alkanpls,^ chaSnes hydrocarbon6es cycliques portant un ou 
plusieurs groiipements alcooL' 

4^) Utilisation . " selon Purie quelconque des revendications 1 a 4, 
caiact&is6e en ce que lesdites piathologies sont selectionndes dans le groupe constitue 
15; par la mucoviscidose, les mucioyiscidpses..atypiques, et.Ies obstructions des voiesl 

• bronphiquesou des voies. digestives. ,i; 
.... 5*^) Utilisation selon Tune qiuelcoiaque des revendication si a 5,' 

' caracteris6e en ce que lesdits n-aUcanols se pr6sent0nt sous line fonne adaptde 4 ime. 
.admimistration intra nasaleoubuQ^ ■ 
20 . 6"*) Utilisation selon ik revendicaticin 5, caract6ris6e eri ce que lesdiis 

n-alkanols sont pr6sentfes sous line fbfnie liquide, pour luie adininistralion sops la 
forme d'un airosol ou sous la forme d'un n6bulisat. ^ ^ 

7*^) Utilisation selon la revendication 6, caract6risee en ce que lesdits 
;n-alkanols sc>nt associds 4 au moins un vdhicule pli 
25 adapt6 i ladit6 Administration intra nasale ou buccale. . / . ^ . . 

8°^ Utilisation, selon Tune quelconqudv:'(l& 1 i 7, 

caract6ris6e en ce que lesdits. n-aLkaribls isorit administres . a. uiie concentration 
comprise entre 0,001 %:.et Oyl^%^^vN^ comprise entre 10 

et 1 000 ppm (parties par nfiillion)7soiFar g/kg. 
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REVEWDICATTONS 

1°) Utilisation des n-aBcanols k chaines hydrocarbon^es liii6aires, 
ramififies ou non, ou cyclique en Ce-Cjo, pour la preparation d'un medicament destin6 
au ttaitement des patiiologies associ6es a des troubles des canaux chlonire OTR chez 
rhomme ou ranimal. - 

2°) Utilisation selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que lesdits 
n-alkanols sont des n-alkanols k chaines hydrocaibon^es lindaires, ramifi6es ou non, 
dans lesquels le groupe OH est en position 1 (alcool primaire) ou en position 2 (alcool 
secondaite). 

3°) Utilisation selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que lesdits 
n-alkanols sont des n-alkanols k chaines hydrocarbon6es cycKques portant un ou 
plusieurs groupements alcool. 

4°) Utilisation selon I'lme quelconque des revendications 14 3, 
caractdriste en ce que lesdites pathologies sont selectionndes dans le groupe constitu6 
par la mucoviscidose, les mucoviscidoses atjpiqups, et les obstructions des voies 
bronchiques ou des voies digestives. 

5°) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 k 4, 
caractdrisee en ce que lesdits n-alkanols se pifeentent sous une forme adaptee i une 
administration intra nasale ou buccale. 

6°) Utilisation selon la revendication 5, caract6ris6e en ce que lesdits 
n-alkanols sont pr6sent6s sous une forme liquide, pour une administration sous la 
forme d'un a^sol ou sous la forme d'un nebulisat 

7°) UtUisation selon la revendication 6, caract&is6e en ce que lesdits 
n-alkanols sont assocife k au moins un vdhicule phaimaceutiquement acceptable 
ad^td i ladite administration intra nasale ou buccale. 

8°) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 k 7, 
caract&is6e en ce que lesdits . n-alkanols sont administi6s k une concentration 
comprise entre 0.001 % et 0.1 % (v/v), conespondant k une valeur comprise entie 10 
et 1000 ppm (parties par million), soit de 10 mg/kg k 1 g/kg. 
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Ethanol: CHgCHjOH 
Butanol-l: CHgCHjCHjCHzOH 
H««noH : CH3(CH2)4CH20H 

. Heptanol-l : CH3(CH2)5CH20H 
OctanoH: CH3(CH^eCH20H 
Decanbl-l : CH3(CH2)bCH20H 

OH 

1 

Octanol-2 : CH3(CH2)4CH2CHCH3 
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